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A frog (Rana e~/enta)  hemoglobin has bwn pnfiI-md and two types of chain hzve b~:n SelX~'att~l by ---~mntexcux- 
a~cnt distffbufion, N- and C-t~minal sequences of  each chain tmvc b~n deta.-mincd. ~ N- texn~l  amino adds arc 
Acetyl-Ala and G~.'y. The acetylated chain seems to belong to the a-chain series mad the 81ycin¢ ¢hain to th~ ~-c_haL,- 
series. 
l .  lntroduefion 
Les h~mop~obines des ampln'biens px~sentent un 
intdr~t paxficuiier au point  de rue  de r~volution en 
raison d'unc part dc la position centrale des batra- 
ciem dans l'~:helle des vert~br&, d'autrc part de rex- 
istenc~ du ph~nom~ne d mdtamorphose qui affecte 
la nature de t'h~moglobine [1]. Dans cette classe cer- 
fairies esp~ccs du genre Rmuz sent  abond~ntes et con- 
stituent un materiel biologique part/cul/~sment corn- 
mode. 
Les  preparations d'h~moglobinc dela grcnouille 
adulte.Rana esculenta para j~nt  contenir deux con- 
stituants ayant des comportement~ dif~'~rents au - 
cours dc la chxomatographie -cur Carboxym~thyt -  
Scphadcx ~ pH 6.0. L'h6moglobine majorltaire a 6t6 
pmifi~e t dcux chaines Aet  D onl ~t~ s~parees par 
distn'bufion ~ contre:courant dans les conditions ant6- 
rieurement d~crites [2]. Ces deux chaines different 
par leuxs composi t ions en acides amin6s. ]a ~ature des 
r~'idus N- et C-/e_.mfinaux et ]es cartes chromato~lec- 
trophordfiques ('fmge,-~rints') des pepfides r~suttant 
de t 'hydroly~ trypsiquc. Les recherches d~crites con- 
cement la d~terminati0n des extr~mit~s N- et C-fermi- 
- ~n~les des deux ~es.  
2. Extr6mit6s N4erm~,Mes 
Les extr~mit& N-teJmi~.~les ont ~t~ ~mdi~es/t 
t'aide de la m~-thode du dinitrofluoro-benz~ne de 
Smlger et de La technique au ph6ny ;]iso" -t_~ocy~nate 
d'Edman dans les conditions p.~¢is6es ~t~f ieu~ment  
[3, 
La c -haine A ne po .~de aucun acide amin6 N-ter- 
ininal r~agissant et l"ex'~stence d 'une extx~mitd zcdtyl~e, 
svmblable ~cel!e qui a ~t~ misv en ~videncv darts l'h~- 
moglobine de la grenmdlie Rmw catesbeina [5] ou 
dc la carpe [6] a ~t~ soup~o.~n~. La chime A a 
alors dt~- soumise fi l 'acf iende ]_a pcpsh:e (Rappozi 
pond6ral en~yrne/suh~t~at 2~Y~, 9_4 h, rniIi=-u HCI 0 .0 l  N, 
pH 2.0, 37 °)  ©t |'~vcntuel pcptidc a¢~tyl~ a ~t~ re- 
cherchl~ darts ia fractio:; non  adsorb~e sur le Dowe.x 
30 - X 2 (h  ~)  [7]. Cct~c fraction c~ examinee par 
chromatographie sur p~!pier so~t dans ]e ~.~l_~z~ge n- 
butanol - acide ac~tique - eau (4:1:5 ~'[v/v), soit dans 
le m~tange a!coo] is~arnviique - F, yri-:~ine - eau 
(30 :30 :35  v/v/v). La r~v~lation est effectu6e au 
moyen de la ~-~action d,~ Rydon et Smith [8] .  Daux 
l~pfides sont ~ mis en ~viden~i-ceiui don~ le 
cheminement est le plus g'n.portant rear,  it ~ l'anaiyse 
des quant i t~  ~es .  d'ala_,fine t  de ]vuch~e; l 'autre 
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~ e  one composition p_~us complexe t est pro-- 
bab3ement impur. 
Le dipeptide a~t6 s0umB i l'aetion de ha carboxy- 
peptid:~e A OLapporl pond~ral enzyme]substral 5%, 
24 h, n~qieu bicarbonate d'3znmoniZLm 0.1 M, 37 ° )  et " 
]es ~mduits ont 6t~ analys~s. L'enzyme fib~re 0.63 eq. 
de ]vuc ine m~is  ~ d '=Z~n~e.  La  S6quence  A]zeLeu 
es~ ~in ~ d~montr~e et rabr~nee d'alanine h%re indique 
qua !: groupe amin~ de ee ~Esidu e~ enga# dans une 
liaison non peptidique; Pour identifier l e gr0upe 
bloquant ]'extr~mit6 amlnf=,  ]e dil~ptide a ~t6 sou- 
mi~ & l'hydra~inolyse et les hydrazides exsrnln6s pmr 
chromatographic ~ar papier dam ]e solvant pyridine- 
ani|inc-can (9:1:4 vJv]v) thus les conditions d6erites 
par Narita [7]. L'a~tylhydrazide et la formylhydra- 
zidc ont 6t6 chromatograpl~6s trarall~lcment et la a'6v6- 
la~5on a 6t6 effec4-u~e mve~ ]e ~trate  d 'a rgent  mr -~o-  
nia~d |9] .  L'ac~tylhydrazifle a 6t6 identifi6 dam 
l"hydraxino]ysat et t~ straclu~ du pepfide st done 
Acety]-Ala-Leu. 
D~ns ]e ~as de la ch,a~ne B ]as deux tec]miqnes de 
~anger et d'Edm~, perme~ent d'identifier la glycine 
en position N-~erm~na]e. Les r~sultats obtenus rap- 
pellent eeux "~onv~s par De Witt el In_gram |5] dans 
k. c-~ de ]'h6mogt0bine d ha grenouille R. castesbefana 
~dulte. 
3. ~ ~ s  C-term~nm!es 
Lcs extr6mit6s C-termina]cs des clmines out 6t6 
6tudi6es d'une part ~ ]'aide des carboxYlzptidases A 
et B, d'autre part par la technique d'hydrazinoly~e 
I~O~ 
La chaine A soumi.~ &raction de la earboxypcp- 
fidase A (Rapport pond6ra~ enzyme/substrat ]%, 
milieu b':carbonate d'ammonium 0.1 M, pH 8.0) 
fonmit prineipalement 3 eq. de tymsine l 0.22 eq. 
de !ysine apr~s 30 minutes. Lorsqne ta carboxypepti- 
dase Best ajout6e apx~s aclion de ]a carboxypeptidase 
Aet  qua ]'hydrolyse st poursuiviependant 30 minutes 
h qnantit6 de lysine lib~r6e passe ~ 0.81 eq. a]ors qua 
celia de tyrosine n'est ins augment6e. D'autres acides 
~m]n6s sent 6galement lib~a~s. On peat d6duire de ~,s 
r&ultats renehatnement C- erminal Lys-Tyr. D'autro 
~m21t loxsque la  ~ehnTne A eg l  .~oumi~e fi ]'action de l a  
trYt~Sne t ]as p~dui ts  examines par ~]eetrophorEse, 
ilest possiblede rneltre n 6videnee de la tyrosine 
h'bre cc qui e~ conforme hLa s6quence d~duite par' 
• 3b~5 
hydrolyse au moy=-n des earboxypeptidases A t  B. 
La cha~ne B soumise ~ rhydrn~nolyse fonmit 0.23 
©q. d'histidine co q~i ndique qucce r6~idu europe ]a 
position C-termimde. ]_z ehatne g att~qu~e par hear- 
boxypeptidase A pendant 30 minutes foumit 0.89 eq. 
d'l~ds, LO eq. de Tyr, 0.91 eq. d'Ala, ee qni sugg~re 
qu'=.m r~s idu de  ty ros ine  e t  un  r6s idu  d '~nn ine  pr~- 
c~dentl'histidine. L'action successDe des calboxypep- 
tidases A et B foumit en outre I eq. de Lys, 0.6t eq. 
de Ser ct 0 .55de Leu. D'autre pzrt la cha~ne Best 
soumise ~ racfion de ~ trypsine et ]es pepLides ;~su]- 
rants sent examin6s par caaromato~lectrophor~se [3]- 
11 est poss~le de caract6riser un tri!mptide Ala-Tyr-His, 
qui ne contenant pas de base repr6sente le fragment 
C-terminal de la chatne. L'ensemble des r6sultant sug- 
#re  qua l'enehainement C- erminal de ]a eha~ne Best 
Lys -Ma-Tyr -HLs .  
En condusion l'h6moglebine rnajoritaire de la 
grenouille/?=arm esculenta poss~de detLx chaines poly- 
pel~tidiques s6parables par d~tribution fi eontre- 
eourant apr~s r~duetion de la g]cbine et ayant des 
extr~mit6s N- et C-terminales diff4rentes Ces ehaines 
poss~dent  ]as ~raet6r i s t iques  mzivantes: 
Extr~mit6 N-terminale Extr~mit6 C-terminale 
~hnTne A Ac-Ala-Len Lys-Tp]r 
ch~ne B G]y Ly s-Ala-Tyr-His 
Ces r~sultats difl~rent semibiement de coux de 
Tentori et al. [31] qui utilisant une h6moglobine de 
tL  esculenra non d issoe i6e  out  dEdu i t  la  p r6sence  de  
la glyc~me en position N-terrain-de dmas ]es deux 
chaines ¢t les enehainemenls C-~erminaux Tyr-Arg 
et Tyr-His. ]1 est possible qua cos diff6rences soient 
dues fa 3"existence de vari6t6sdistinetes d2ns ]'esp~ee 
timza esculenta. Cependant les r~ultats r~cenls de 
Moss.at 3ngram [t2, 13] ont r6v616 ]a pr6sence d'une 
cha~e ac~tyl~e aussi bien dam l'h~mog]obine d R. 
catesbeiaraz adulte qua dans eelle du t6tard. L'h6mo- 
globine de/L  catesbe-:.ana adulte ressernble fi celle de 
a~ esculenf~ par ses oxtr~mit6s N<erminaies puisque 
une .ehahae st aeatyl6e t rautre poss~de nn r~sidu 
N-terminal de glyc'me I5]. 
Cfaez le erapaud Bufc bufo, rhamoglobine poss~de 
~galement~une cba~neayant m~e xtr~mit6 N-~erm/nalU 
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bl6qu~'e [14]. 11 semble ClUe ce earaet6re soit assez 
fr~quen! chez les amphibiens et peut-6tre d'une fafon 
plus g~n6rale chex les verte'br~s inf6rieurs. 
Ces recherehes ont  b~nafiei6 de l'aide de h D~I~- 
gation G~n6rale h la Recherche Seientifique el Tech- 
nique (Convent ion  66  OO 146) .  
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